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摘要 目的 : 建立 OTUBI 肝脏 特异 性 基因 敲 除 小 鼠 模 型 ， 初 步 分析 其 表 型 并 研究 OTUBI 基因 
与 肝脏 代谢 的 关系 。 方 法 : 利用 Cre/Loxp 系统 构 条 件 性 基因 敲 除 小 鼠 模 型 ， 即 将 07UB1”” 
转基因 小 鼠 与 Alb-Cre 小 鼠 杂 交 , 子 代 自 交 , 得 到 OTUBI 肝 特异 性 基因 襄 除 小 鼠 并 进行 鉴定 。 
XX [| EARE Ccontrol, NC) 和 肝 特 异型 基因 襄 除 (hepatic-specific OTUBI knockout, 
HCKO) 小 鼠 ， 通 过 PCR 和 免疫 印迹 (Western blot, WB) ， 确 证 OTUBI 肝脏 特异 性 基因 敲 除 
小 鼠 模型 是 否 成 功 构建 。 通 过 组 织 病理 学 方法 ,分 析 主 要 组 织 器 官 的 形态 以 及 是 否 存 在 自发 
的 病变 ; 通过 血清 生化 指标 检测 肝脏 脂 代 谢 水 平 ; 通过 血糖 耐 受 实验 CGTTO 分 析 HCKO 小 鼠 
对 血糖 的 控制 。 结果 : 基因 组 测序 和 WB 检测 结果 显示 HCKO 小 鼠 肝 脏 中 OTUBI AE EX DA, Xf 
组 织 中 OTUBI 表达 水 平 无 变化 ， 证 明 OTUBI 肝脏 特异 性 基因 敲 除 小 鼠 模 型 构建 成 功 。HCKO 
小 鼠 出 生 正常 , 各 组 织 器 官 元 异常 ， 生 化 指标 中 总 胆固醇 水 平 明显 降 低 ， 表明 OTUBI 影响 肝 
脏 脂 代谢 水 平 。 糖 耐 受 实验 中 HCK0 小 鼠 血 糖 回 落 迅 速 ， 表 明 敲 除 OTUBI 影响 肝脏 血糖 调节 
稳 态 。 结 论 :应 用 Cre/Loxp 技术 成 功 建立 07VBI 肝脏 特异 性 基因 敲 除 小 鼠 模 型 ,为 研究 OTUBI 
在 肝脏 的 生理 功能 和 调控 机 制 提供 了 重要 的 动物 模型 。 
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Abstract OBJECTIVE: Construct hepatic-specific knockout mice model of OTUB1, the 
important deubiquitinase of ovarian tumor domain(OTU) protease superfamily, preliminarily 
analysis the phenotype of hepatic-specific OTUB/ knockout mice model and explore the 
physiological function of OTUBI in liver metabolism. METHODS: A mouse model of 
conventionally disrupting OTUB gene in liver using Cre/Loxp system was generate. The 
obtained OTUB 1/ transgenic mice were crossed with Alb-Cre mice and PCR was used to 
identify the genotype of its offspring. Furthermore, liver-specific OTUB/ knockout mice were 
obtained by self-crossing the offspring and PCR was used to identify the genotype. At the same 
time, OTUBI protein expression level was detected in tissues and organs of adult mice, include 
liver and other major organs, from hepatic-specific OTUBI-knockout (HCKO) mice and the 
control group (Control, NC) littermate mice, and Western blot (WB) were used to detected and 
evaluated OTUBI protein levels. The data indicated whether the hepatic-specific OTUB/ 
knockout mouse model was successfully constructed. Once comfirmed OTUBI was truly mutant 
expression in the liver of HCKO mice, histopathological examination was performed and analyzed 
the morphology of liver, stomach and spleen, which was analyzed whether there was any 
spontaneous pathological change existed. In addition, the main biochemical indicators of the liver 
were detected and analyzed by serum to reflect liver lipid metabolism function in HCKO mice. 
Moreover, the level of blood glucose metabolism control was recorded and compared between 
HCKO mice and NC littermate mice through the Glucose Tolerance Test (GTT). RESULTS: The 
genomic sequencing and Western blot analysis showed that OTUBI was significantly deleted only 
in the liver of HCKO mice, but the protein expression level of OTUBI in other tissues was 
unchanged at all, where the Alb-Cre transgene is not expressed, such as the kidney, spleen, fat and 
muscle, which proved that the hepatic-specific OTUB/ knockout mouse model was successfully 
constructed. Genotyping the offspring of OTUBI hepatic-conditional knockout mice showed its 
were born normally. Also, these HCKO mice stayed healthy, without spontaneous 
histopathological abnormalities in embryonic development. Moreover, the total cholesterol levels 
in biochemical indicators were significantly lower in HCKO mice less than in NC mice, indicating 
that the OTUBI affects liver lipid metabolism level to a certain extent. In glucose tolerance test, 
the blood glucose level of HCKO mice decreased rapidly after reaching its highest level, 
suggesting that the homeostasis of liver blood glucose depended on the regulation of OTUBI. 
CONCLUSIONS: The hepatic-specific OTUB/ knockout mouse model was successfully 
established by Cre/Loxp technology strategy, which are essential for research deubiquitinase 
OTUBI in physiological condition, as well as provide an important animal model for studying the 
physiological functions and regulatory mechanisms of OTUBI in the liver. 
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泛 素 化 (Ubiquitination) 是 重要 的 蛋白 质 翻 译 后 修饰 方式 之 一 , E JE 
物 蛋 白 , 调节 其 蛋白 水 平 、 活 性 以 及 功能 。 去 泛 素 化 酶 (Deubiquitylase, DUB) 
是 一 类 可 以 移 除 泛 素 的 异 肽 酶 类 ， 维 持 体内 的 泛 素 化 修饰 平衡 。 目 前 ， 已 报道 的 
去 泛 素 化 酶 主要 有 六 大 类 : UBP/USP 家 族 、UCH 家 族 、JAMM 家 族 、0TU 家 族 、MJD 


家 族 和 MCPIP 家 族 ""。 近 年 来 去 泛 素 化 酶 的 研究 被 逐渐 重视 起 来 ， 己 被 报道 参与 
免疫 应 答 ，DNA 损伤 ， 生 长 发 育 ， 肿 瘤 与 代谢 等 多 个 细胞 和 生理 病理 过 程 。 

OTUBI (OTU domain-containing ubiquitin aldehyde binding protein) 
属于 DUB 中 OTU 家 族 的 成 员 ，2003 年 从 Hela 细胞 中 首次 发 现 报 道 ”。07VBI 基 
因 位 于 人 染色 体 11913. 1 上 , 在 人 体 多 种 组 织 部 位 中 表达 , UMN. A EL. A 
WALES © 

从 酵母 到 哺乳 动物 ，0TUB1 的 结构 具有 高 度 的 保守 性 ， 均 含有 由 130 个 氨基 
酸 残 基 组 成 的 OTU 结构 域 。 与 其 他 半 胱 氨 酸 蛋白酶 一 样 ，0TUB1 含有 由 Cys CO 
91, His (H) 265 和 Asp (D) 268 组 成 的 催化 三 联 体 。 体 外 去 泛 素 化 修饰 中 , OTUBI 
优先 去 除 KA8 连接 的 多 聚 泛 素 化 链 。 

功能 上 ，0TUB1 可 以 通过 非 经 典 机 制 和 传统 机 制 ， 调 控 泛 素 化 并 控制 蛋白 质 
的 稳定 性 和 活性 。0TUB1 参与 多 种 生理 和 病理 过 程 的 调节 ， 包 括 免疫 反应 ，DNA 
损伤 反应 ， 肿 瘤 发 生 ， 以 及 病原 生物 学 的 调控 。 具 体 来 说 ,0TUB1 可 以 通过 GRAIL 
调节 CD4+T 细胞 免疫 号 ， 稳 定 TRAF3/6', EIEH] SMAD2/3 的 泛 素 化 和 降解 来 
增强 转化 生长 因子 B CTGF-B) “， 通 过 稳定 化 c-IAP1 调节 细胞 凋 亡 并 且 参 与 
细胞 核 因子 NF-xB 和 丝 裂 原 活化 蛋白 激酶 MAPK) 信号 通路 的 激活 ”。 到 目前 
Aik, 已 有 研究 证 实 OTUBI 与 肿瘤 发 生 密切 相关 , 在 多 种 肿瘤 组 织 中 0TUB1 高 度 
表达 ， 包 括 肺癌 ， 结 肠 癌 ， 卵 梨 癌 和 肝 细 胞 癌 。 同 时 ，0TUB1 也 影响 肿瘤 转移 ， 
与 预后 和 生活 质量 呈 负 相关 "一 。 然 而 ， 目 前 尚未 有 研究 报道 0TUB1 在 肝脏 中 的 
生理 功能 ， 对 于 OTUBI 是 否 参与 肝脏 代谢 的 仍然 不 清楚 。 

条 件 性 基因 敲 除 动物 模型 ,是 有 效 研究 基因 在 特定 组 织 器 官 生 理 功 能 的 实验 
方法 , 为 了 研究 0TUB1 对 肝脏 功能 的 影响 ， 本 研究 构建 了 OTUBI 肝脏 特异 性 基因 
敲 除 小 鼠 模 型 ， 并 进行 了 鉴定 与 初步 表 型 分 析 , 为 深入 研究 0TUB1 在 肝脏 中 的 生 
理 功能 及 调控 机 制 提供 了 重要 的 动物 模型 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

肝脏 组 织 特异 表达 Cre 重 组 酶 转基因 小 鼠 (Alb-Cre) 购 于 南京 大 学 模式 动物 研究 
Br; 所 有 实验 小 鼠 饲养 于 军事 医学 研究 院 动 物 房 屏障 级 设施 ; 小 鼠 基 因 型 鉴定 引 
物 由 北京 擎 科 新 业 生物 技术 有 限 公司 合 成 合成 ，PCR Taq-Mix, DNA markers 购 自 
Genstar 公 司 ; 基因 组 DNA 提 取 试 剂 盒 , 购 于 天 根 生化 科技 (北京 ) 有 限 公 司 ; OTUB1 
抗体 购 自 Abcam 公 司 ，Tubulin 抗 体 购 自 于 中 杉 金桥 公司 ; 和 蛋白 marker、ECL 发 光 
液 试 剂 盒 购 自 Thermo 公 司 ; X 光 胶片 购 自 柯达 公司 ; 1mlL 一 次 性 注射 器 购 自 山东 新 
华安 得 医疗 用 品 有 限 公 司 , 罗氏 血糖 仪 和 血糖 试纸 购 自 罗氏 公司 ; TG、TC、LDL-c 
和 HDL-c 测 定 试剂 盒 购 于 南京 建成 生物 工程 研究 所 。 


1.2 方法 

1.2.1 FRAME MRA RD BRED PR OTUB I 转录 本 具有 7 个 外 显 子 区 , 根据 生 
物 信息 学 分 析 ，flox 区 域 为 第 2、3 外 显 子 ，loxp、neo、frt 等 元 件 放 在 内 含 子 
H, flox 区 域 移 除 后 可 导致 由 无 义 介 导 的 mRNA 降解 ， 运 用 ET 克隆 的 方法 构建 
条 件 性 剔除 的 载体 。 将 载体 电击 转 染 ES 细胞 后 第 选 ， 得 到 的 阳性 克隆 ， 通 过 压 
PRES, (Eje CF04) ，PCR 鉴定 基因 型 。 


1. 2. 2 OTUBI " /N RNR PCR E E ACE SIAR SA NS HEME ERG BRKT 
90% 的 雄 鼠 与 野生 型 C57BL/6N 小 鼠 杂 交 , 得 到 OTUBIY 杂 合 小 鼠 ， 进 一 步 自 交 得 
到 07VB7”“ 纯 合子 小 鼠 。 提 取 小 鼠 鼠 尾 基因 组 DNA, PCR 鉴定 确定 小 鼠 基因 型 。 
OTUBI-F 和 0TUB1-R 分 别 位 于 敲 除 的 片段 前 后 ， 设 计 引 物 见 表 1。 
K LOTUBI 肝脏 特异 性 基因 敲 除 小 鼠 鉴 定 引 物 
Table.1 Primer for genotyping of O7UBJHCKO mice 


Primer Sequence (5’ -3' ) 
OTUB1-F1 TACTCGCACACCCTACTCTAACTC 
OTUB1-R1 TCCTTCTGTGGTCCCCTGTATTG 
Cre-F TTGGCCCCTTACCATAACTG 
Cre-R GAAGCAGAAGCTTAGGAAGATGG 


1. 2. 30TUBI FFER F 3E ARR LR 3 of OTUBI” ASF) RARR PESE 
达 Cre 酶 的 Alb-Cre 小 鼠 杂交 ， 得 到 OTUBI" ;Alb-Cre" 2G Y ^hBR, aS 
OTUBL NEREIS, fuge OTUBI 肝 特 异性 该 除 小 鼠 OTUBI 470-Cre〈 简 称 
HCKO) , O7UBI 一作 为 对 照 〈 简 称 NC) ; 提取 小 鼠 尾 尖 基 因 组 DNA 作为 模板 ， 
使 用 DNA 提取 试剂 盒 ， 设 计 的 引物 见 表 1，PCR， 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 。 

1. 2. 4 Western blot 检测 组 织 器 官 中 0TUB1 的 蛋白 表达 选取 8 周 龄 同 寅 ,雄性 NC 和 HCKO 
小 鼠 ， 取 肝 、 肺 、 脾 、 肾 、 肌 肉 等 组 织 ， 用 加 入 蛋白 酶 体 抑制 剂 的 RIPA 裂解 液 ， 
匀 浆 器 破碎 组 织 , 低温 360? 旋 转 30min, 4°C 高 速 离心 后 取 上 清 , 加 入 2XLoading 
buffer， 沸 水 浴 15min， 分 装 后 -20°C 保存 。 和 蛋白 样品 电泳 ， 转 膜 ， 裁 取 目 标 条 
带 ，5% 脱 脂 牛 奶 室温 封闭 lh, VENTA MRAM ht ACA 12h EE. Pe, 
REA HL, BEAR, BCL 法 显影 。WB 检测 OTUBL (35KDa) 的 表达 ， 验 证 敲 除 效果 ， 
选取 Tubulin (50KDa) 作为 内 参 。 

1.2.5 HCKO 小 鼠 组 织 病理 学 检查 苏 木 素 - 伊 红 染 色 (H&E 染色 ) : 选取 12 周 龄 同 窝 ， 
雄性 NC 和 HCKO 小 鼠 ， 肝 脏 ， 有 脾脏， 小肠 ， 轻 柔 分 离 目 的 组 织 ，PBS 清洗 后 ， 在 
4% 多 聚 甲醛 固定 约 48h， 依 次 经 过 脱水 透明 ， 温 蜡 包 埋 ， 切 片 ， 白 片 脱 蜡染 色 ， 
脱水 透明 ， 封 片 固定 ， 光 学 显微镜 观察 。 

1. 2. 60TUB1 敲 除 小 鼠 体 重 和 糖 代 谢 变化 随机 选取 12 周 龄 小 鼠 , 雄性 , NC 小 鼠 和 HCKO 
小 鼠 各 5 只 ， 更 换 垫 料 ， 禁 食 过 夜 ( 不 禁 水 ) ， 用 电子 秤 测量 空腹 时 的 体重 ， 测 
量 空腹 血 糖 Omin, 按照 体重 2g/kg 葡萄 糖 吸取 和 葡萄糖 注射 液 (配置 成 20% 的 葡萄 
糖 溶 液 ), 腹腔 注射 。 分别 在 注射 葡萄 糖 后 15min、30min、60min、90min、120min 
时 间 点 收集 尾 静 脉 血 , 用 罗氏 血糖 仪 和 血糖 试纸 测定 血糖 水 平 , 记录 并 比较 小 鼠 
的 血糖 控制 情况 。 

1.2.7 检测 肝脏 载 脂 蛋 白 生 化 指标 随机 选取 8 周 龄 小 鼠 ， MEME, NC 小 鼠 和 HCKO 小 鼠 
各 5 只， 小 鼠 麻 醉 后 ， 眼 球 取 血 约 lml]， 室 温 静 置 20min， 低 温 低速 离心 后 取 上 
清 ，-80C 保 存 。 使 用 GP0-PAP 法 和 酶 标 仪 测定 血清 脂 和 蛋白 水 平 ， 包 括 总 甘油 三 
Bg (TG) ， 总 胆固醇 CTO ， 高 密度 脂 蛋 白 胆 固 醇 CHDL-c) 和 低 密度 脂 蛋 白 胆 
[E CLDL-c) 。 

1.2. 8 统计 学 方法 采用 GraphPad Prism 6 软件 统计 分 析 ， 采 用 方差 分 析 (p<0. 05 
有 统计 学 差异 ) 处 理 数据 。 


2 结果 


2.1 RAE CFO 代 ) DRIE 将 筛选 得 到 正确 的 同 源 重 组 的 ES 克隆 ， 显 微 
注射 到 超 排 的 受精 卵 , 移植 到 假 孕 的 小 鼠 子 宫 , 得 到 15 RREN. AREE 90% 
的 小 鼠 2 只 ， 雄 性 ， 为 符合 体 小 鼠 FO 代 。 
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Fig. 1 Construction Strategy of hepatic-specific O7UBIknockout mice 


2. 20TUBT “小 鼠 的 获得 

HEERA Eh A C57BL/6N 的 雌性 小 鼠 杂 交 ， 得 到 Fl 代 小 鼠 ，F1 代 自 交 得 到 
F2 小 鼠 , 引物 鉴定 结果 如 图 2 所 示 :538 bp 有 条 带 表 示 至 少 有 一 条 染色 体 被 Flox 
锚 定 ，420 bp 有 条 带 表 示 有 野生 型 染色 体 ， 没 有 条 带 表 示 没 有 野生 型 染色 体 ， 
即 两 条 染色 体 都 被 并 ox 锚 定 ,因此 ,1 号 为 070B1”“ 纯 合子 小 鼠 ,2、4 号 为 07VB1” 


杂 合 小 鼠 。 
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图 2 OTUBI ”转基因 小 鼠 DNA 鉴 定 


Fig.2 Identification oF OTUBI"^ transgenic mice 


2. 307UB1 BT BI Pere EAE Ala BR) BRAD IRS AOS EE 3 Coo 繁殖 策略 ， 将 得 
到 的 F2 4& OTUBI^ 一 小 鼠 与 Alb-Cre 小 鼠 杂 交 ， 得 到 F3 ADE, F3 代 小 鼠 自 交 
得 到 FA 代 。 通 过 引物 0TUB1-F&0TUB1-R、Cre-F&Cre-R 分 别 PCR 扩 增 鉴定 ， 结 果 
见 图 3 (b) , 82. #7 为 0TUB1 IFFR IEA kR CHCKO) ^ BR, 811. 825 为 对 
照 组 小 鼠 CNC) 。 分 别 取 HCKO 小 鼠 和 对 照 组 小 鼠 072B7 ^ EPA. "ERE. RAE. 
肺 、 肌 肉 和 白色 脂肪 组 织 ，Western Blotting 结果 如 图 3 (c) 所 示 ， 与 对 照 组 
小 鼠 相 比 ，HCK0O 小 鼠 只 有 肝脏 组 织 不 表达 0TUB1， 其 余 组 织 OTUBI 和 蛋白 水 平 与 对 
照 组 一 致 。 由 此 可 见 ， 成 功 构 建 OTUBI AE ER ESE a A) BR 
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Fig. 3 Identificat ionof hepatic-special OTUBE knockout mice 


a: OTUBI 肝 特 异性 基因 敲 除 小 鼠 繁 殖 策 
b: DNA 电泳 检测 基因 型 
c: Western Blotting 检测 HCKO 小 鼠 和 对 照 组 小 鼠 不 同 组 织 中 0TUB1 的 蛋白 表达 水 平 


D 


(a) Strategy of HCKO hice breeding 
(b) DNA identi ff genotype of HCKO and NC littermates. 


(c) Western blot analysis OTUB1 protein expression level of liver and other tissues from HCKO and NC littermates. 


2. AHCKO 小 鼠 肝 脏 组 织 形 态 正 常 ， 其 他 组 织 器 官 无 自发 性 病理 异常 解剖 小 个 ， 如 
4 Ca) Pras, HCKO 小 鼠 心 、 肺 、 脾 、 肾 和 肝脏 的 大 小 与 NC 小 鼠 的 无 明显 差异 。 
图 4CbOH&E 染色 结果 显示 HCKO 小 鼠 肝 脏 组 织 无 明显 病理 学 改变 , 即 成 年 的 OTUBI 
肝脏 特异 性 基因 敲 除 小 鼠 无 明显 的 自发 性 肝脏 病理 变化 。 
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Fig4. Tissues and organs of HCKO mice 
Ca) HCKO 小 鼠 和 对 照 组 小 鼠 器 官 解剖 图 
Cb) H&E 染色 ，12 周 龄 ， 雄 鼠 ， 肝 脏 ， 小 肠 ， 脾 脏 石蜡 切片 组 织 形态 


(a) the main organs of HCKO and NC mice 


(b) Histological morphology of H.E. staining for liver, intestine and spleen of HCKO male mice 


2. 5 HCKO 小 鼠 血 清 总 胆固醇 显著 降低 12 周 龄 成 年 雄 鼠 ， 检 测 血 清 生 化 指标 ， 如 
图 4 所 示 ，HCKO 小 鼠 血 清 总 胆固醇 (CTC) 显著 下 降 ， 而 总 甘油 三 酯 (TG) , 高 密 
度 脂 蛋 白 〈HDL-c) ， 低 密度 脂 蛋 白 (LDL-c) 与 NC 小 鼠 相 比 无 明显 差异 ， 说 明 
HCKO 小 鼠 中 OTUB1 缺失 后 影响 了 脂 代 谢 稳 态 , OTUBL 对 于 脂 代谢 调控 存在 一 定 程 
度 上 的 影响 。 
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© 图 5 HCKO 小 鼠 血 清 生化 指标 (n=4) 

Fig5. Liver serum lipid content of HCKO mice (n=4) 
E (a) 与 对 照 组 小 鼠 相 比 ， 雄 性 HCKO 小 鼠 血 清 总 胆固醇 水 平 明 显 降低 (P<0. 05) 
(b-d) 总 甘油 三 酯 ， 高 密度 脂 蛋白 ， 低 密度 脂 蛋 白 等 血清 生化 指标 水 平 无 明显 差异 。 


(a) The hepatic cholesterol level of HCKO male mice is lower than that of NC male mice (P < 0.05). 


—_ (b-d) No significance difference was observed in other liver serum lipid content: triglyceride, HDL and LDL between 


male adult NC and HCKO mice. Data are expressed as means + SD (n =4). 


2.6 HCKO 小 鼠 参 与 肝脏 血糖 调控 ,血糖 回落 迅速 如 图 6 所 示 , HCKO 小 鼠 空 腹 过 
夜 处 理 ， 测 空腹 血糖 水 平 ， 与 NC 小 鼠 无 显著 差异 。 腹腔 注射 葡萄 糖 后 ， 分 别 在 
15min, 30min, 60min, 90min, 120min 时 比较 测量 血糖 的 变化 水 平 。 与 NC 小 鼠 
比较 ，HCKO 小 鼠 对 血糖 变化 更 敏感 ， 血 糖 回 落 更 快 ，30min 时 间 点 时 存在 显著 性 
差异 ， 说 明 敲 除 OTUBL 影响 小 鼠 的 胰岛 素 敏 感性 和 血糖 稳 态 调控 ，0TUB1 可 能 参 
与 糖 代谢 的 调控 。 
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图 6 葡萄 糖 耐 受 实验 (n=4) 
Fig6. Glucose tolerance test (n-4) 


3 Wie 


4 256, A RED LER AN BR 全 部 体 细胞 的 基因 组 均 存 在 靶 基 因 的 突变 或 缺失 , 往 
往 存在 胚胎 发 育 异 常 、 胚 胎 期 死亡 等 情况 , 不 利于 对 发 育 后 期 进行 基因 功能 的 研 
Fo LA Cre/Loxp 系统 为 基础 构建 的 条 件 性 基因 敲 除 小 鼠 可 以 改善 上 述 局 限 性 ， 
即 在 一 定 发 育 阶 段 和 歧 向 组 织 细胞 中 实现 对 特定 基因 的 敲 除 。 通过 DNA 重组 , 构 
ne Ad le a i Se E 
组 织 特异 性 启动 子 的 Cre 基因 的 转基因 小 鼠 交 配 , 即 可 获得 某 一 组 织 器 官 的 特异 
ERARE. 

OTUBI 是 OTU 家 族 中 重要 的 去 泛 素 化 酶 ， 已 报道 0TUB1 Æ DNA 损伤 修复 、 炎 
症 免 疫 ， 肿 瘤 发 生发 展 等 重要 生理 过 程 发 挥 重要 的 作用 。 为 了 进一步 研究 OTUBI 
在 生理 环境 下 的 功能 机 制 ， 目 前 已 构建 具有 0TUB1 遗传 修饰 的 小 鼠 模型 ””。 研 
TEI OTUBI 纯 合 缺 失 会 导致 小 鼠 出 生 后 早期 致死 ”， 这 使 我 们 无 法 研究 0TUB1 
在 成 年 阶段 的 慢性 疾病 ， 如 代谢 、 老 龄 化 相关 疾病 中 发 挥 的 功能 。 我 们 调研 发 现 
尽管 OTUBI 纯 合 缺失 会 导致 里 期 致死 ,但 OTUBI 杂 合 缺陷 的 小 鼠 显示 出 以 体重 减 
少 为 特征 的 代谢 表 型 (http: // 
www. mousephenotype. org/data/genes/MGI:2147616) "=, diit, OTUBI 与 很 
多 代谢 调节 因子 存在 相互 作用 。 腺 苷 一 磷酸 激活 蛋白 激酶 (AMPK) 是 主要 的 细 
胞 能 量 传感器 ,已 被 认为 是 肝脏 脂 质 和 葡萄 糖 代 谢 的 关键 调节 因子 ， 研 究 发 现 激 
活 的 AMPK 通过 抑制 葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 C(G6Pase) 和 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 凑 激酶 
(PEPCK) ， 抑 制 糖 异 生 途 途径 外 "U, Scholz 等 发 现 FIH 依赖 性 的 OTUBI 的 N22 
位 点 羟基 化 有 助 于 FIH 调节 细胞 代谢 ， 突 变 N22A 的 0TUB1 后 AMPK 磷酸 化 激活 ， 
提示 OTUBI 在 细胞 代谢 调节 中 起 到 重要 的 作用 ”。 因 此 ，HCKO 小 鼠 糖 耐 守 实 验 
中 血糖 回落 迅速 ， 可 能 是 因为 0TUB1 缺失 影响 其 羟基 化 水 平 ， 激 活 AMPK， 从 而 
抑制 肝脏 糖 异 生 途 径 。 同 时 ，AMPK 也 参与 肝脏 脂肪 合成 和 胆固醇 合成 的 调节 ， 
一 方面 AMPK 抑制 HMGCoA 还 原 酶 的 活性 ， 影 响 胆固醇 的 合成 ， 另 一 方面 ，AMPK 
磷酸 化 ,乙酰 辅酶 A RALI (ACC) 活性 的 降低 ， 促 进 肌肉 中 的 脂肪 酸 氧 化 。 
已 有 的 研究 发 现 0TUB1 可 以 通过 稳定 DEPTOR 调控 mTORCI 35 E", 值得 注意 
的 是 ,肝脏 mTORC1 参与 酮 体 生 成 和 脂肪 合成 调节 , Owen 等 发 现 胰 岛 素 对 SREBP1c 
的 转录 调节 不 依赖 于 S6K， 而 SREBPIc 的 转录 后 处 理 依赖 于 S6K[25] 。2011 年 ， 
Peterson 等 发 现 mTORCI 还 可 通过 lipinl 的 负 调 节 来 调节 SREBP 转录 水 平台 。 
总 的 来 说 ，mTORC1 信和 号 传导 对 于 激活 SREBPlc 和 肝脏 是 必需 的 ， 但 不 是 充分 的 

肝脏 是 重要 的 代谢 器 官 ， 在 糖 代 谢 、 脂 代谢 、 能 量 代 谢 中 均 处 于 核心 位 置 ， 
尽管 已 报道 OTUBL 参与 调控 多 种 重要 的 生物 学 过 程 , 但 尚 不 清楚 0TUB1 在 肝脏 调 
控 中 发 挥 怎样 的 功能 ，0TUB1 与 肝脏 代谢 的 调控 存在 怎样 的 联系 。 因 此 ， 本 研究 
S SERA E OTUBI 肝脏 特异 性 基因 敲 除 小 鼠 模 型 ,探究 生理 条 件 下 0TUB1 对 于 肝脏 
代谢 的 影响 , 发 现 0TUB1 缺失 后 小 鼠 血 清 总 胆固醇 水 平 降 低 以 及 对 血糖 水 平 调控 
更 敏感 ， 提 示 OTUBI 在 脂 代 谢 和 糖 代 谢 中 存在 潜在 的 调控 机 制 。 综 上 所 述 ， 本 研 


FFI ££ I] OTUBIHT ER Rr E E DSL BRS SCARE 76 OTUB 1 在 肝脏 中 的 生理 功能 
及 调控 机 制 提供 了 重要 的 动物 模型 。 
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